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摘要：准噶尔无叶~(Eremosparton songoricum)是豆科无叶豆属小半灌木，既能开花结实进行有性繁殖，又可以靠 
根茎进行无性克隆繁殖，为国家三级保护植物，在中国仅片断化分布于新疆古尔班通古特沙漠局部区域。本文采 
用ISSR分子标记对采自古尔班通古特沙漠腹地及边缘的7个准噶尔无叶豆自然居群共148个个体进行了遗传变异 
和克隆多样性分析。8个引物共扩增出84个位点，其中77个为多态性位点，物种水平上的多态位点百分~．PPB为 
91．67％，Nei S基因多样性指数，为0．3192，Shannon信息指数助 0．3540；居群水平上的多态位点百分比P尸曰为58．45 
％，Nei’S基因多样性指数，为0．2248，Shannon信息指数助 0．3270。居群问的遗传分化系数GsT为0．2978。AMOVA分 
析表明，有31．88％的遗传变异存在于居群间，表明居群问存在显著的遗传分化。克隆多样性分析表明，居群水平 
上，居群G的Simpson多样性指数和均匀度指数最高，分别为0．9400和0．9885；居群E最低，分别为0．8457和0．9021。 
物种水平上，Simpson多样性指数为0．9858，均匀度指数为0．9673。本研究结果表明，和其他荒漠植物相 比，准噶尔 
无叶豆表现出较高的遗传变异水平和克隆多样性，这主要与该物种兼性生殖的繁育方式及多克隆起源有关；而居 
群问产生了显著的遗传分化则主要由于人为干扰引起的生境片断化和居群减小而导致的基因交流障碍所致。遗传 
变异水平和遗传结构的研究将为分析准噶尔无叶豆致濒原因及进化潜力提供重要资料，对该物种保护具有指导意 
义。 
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Abstract：Eremosparton songoricum is a clonal shrub that reproduces both asexually by below·-ground rhi·- 
zomes and sexually by seeds．Having been severely disturbed by human activities，it has greatly declined in 
ran ge．population number and population size over the past decades．It is now a rare species wim a narrow 
distribution in fragmented habitat patches in the Ourbantuggut Desert of Xinjiang，China．Inter—Simple se— 
quence repeats(ISSR)were used to evaluate the genetic variation and clonal diversity of seven populations 
(148 individuals)ofE．songoricum from Gurbantunggut Desert．A total of 84 discernible bands were gener— 
ated using eight primers of which 77 were polymorphic，indicating considerable genetic variation at the spe— 
cies level(P尸 =91．67％，／-0．3192)and at population level(尸尸 =58．45％，／-0．2248)compared to other de— 
sert plants．A relatively high value of Gsr r0．2978)indicated signifcant genetic diferentiation among popu一 
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lations．Analysis of molecular variance(AMOVA)revealed that 3 1．88％ of the ISSR variation resided 
among populations．Barriers of gene flow caused by habitat fragmentation and population size reduction may 
contribute to the signifcant genetic diferentiation among populations．Simpson diversity index(D)ranged 
from 0．8457_0．9400 at population level，indicating that clonal diversity was also hi曲．The evennes of 
distribution of genotypes in the seven populations was 0．9673 at species leve1．with all of the genotypes being 
local ones．The high level of genetic variation and clonal diversity found in E．songoricum are probably due 
to outcrossing or mixed—mating breeding system and multi—clone origin of populations．The results provide 
baseline data for formulating conservation strategies for this species．Conservation strategies should include 
both ／n situ and ex situ approaches to preserve the greatest possible extent of the genetic diversity of the 
species． 
Key words：Eremosparton songoricum，habitat fragmentation，ISSK genetic variation，clonal diversity， 
conservation genetics 
生境片断化和栖息地丧失是导致野生居群灭 
绝的最直接因素，因此对片断化居群的保育遗传学 
研究逐渐受到保护生物学家的广泛关注(Young et 
a1．，1996；Primack，1993；Frankham et a1．，2002)。生 
境片断化使原本连续的大居群变成多个孤立的小 
居群，这一过程将对物种的遗传学特性产生一系列 
不良影响。许多研究表明生境片断化阻断了居群间 
的基因流，增加了居群的近交率，进而加剧居群的 
近交衰退和遗传漂变，最终导致居群的遗传多样性 
丧失和居群间遗传分化的增大(Buza et a1．，2002； 
Shea&Furnier，2002；Tomimatsu&Ohara，2002)； 
但也有研究表明片断化居群也可以具有较高的遗 
传多样性水平和居群间较低 的遗传分化(Chung， 
1999；Kahmen&Poschlod，2000；Vasseur，2001)。总 
之，对生境片断化对植物居群影响的遗传后果尚缺 
乏足够的了解，有必要进行深入研究，尤其对于稀 
有濒危物种片断化居群遗传结构及遗传分化的研 
究，有助于了解稀有濒危物种受威胁的原因和现 
状，为制定合理保育策略提供重要依据。 
ISSR(inter-simple sequence repea0标 记 是在 
PCR技 术 基 础 上 发 展 起 来 的 一种 检 测 方 法 
(Zietkiewicz et a1．，l 994)，其原理和RAPD相同，但 
具有比RAPD更高的可重复性和稳定一~(Tsumura et 
a1．，1996；Fang&Roose，1997)。近年来，ISSR分子标 
记己被广泛应用于植物的遗传多样性研究(钱韦等， 
2000；葛永奇等，2003；Panda et a1．，2003；冷欣等， 
2005)。ISSR分子标记技术在克隆植物的遗传变异 
研究中的应用，使得深入探究克隆植物遗传变异产 
生和维持的机制、有性繁殖与无性繁殖的适应意义 
以及克隆繁殖方式对珍稀濒危物种的影响等研究 
成为可能(Li&Ge．，200l；Ge et a1．，2003)。 
准噶尔无叶-0(Eremosparton songoricum)系豆 
科无叶豆属小半灌木，是中亚荒漠特有种，同时也 
是稀有种(尹林克等，2006)，分布区和生态幅狭窄。 
据 《苏联植物志》记载，该物种主要分布在巴尔喀 
什附近(BacHnbqenKo，19411，在中国仅片断化分布 
于新疆古尔班通古特沙漠局部区域(陈昌笃等， 
1983；刘嫫心，1987；张立运和海鹰，2002)，为国家 
三级保护植物。准噶尔无叶豆多分布在流动或半固 
定沙丘的迎风坡中下部和风蚀谷地的侧坡地段，是 
典型的兼性克隆植物，既能开花结实进行有性繁 
殖，又能通过水平根茎进行无性克隆繁殖。 
2004-2006年的调查中发现，该种虽可正常结实， 
但结实率较低，仅为12—16％。即使在正常结实的果 
实中，每果也仅产生l_2粒种子，其余8余枚的胚珠 
均败育。此外，呈组织发育不全的“水泡”状或呈极 
度萎蔫缩小的“干瘪”状种子达16．2+2．31％，被虫蛀 
的种子比例达16．92~2．69％①。然而该种无性克隆能 
力很强，2年生植株单条水平根茎可延伸到5 m以外， 
克隆分株可达20个之多，说明克隆生长与克隆整合 
特性对准噶尔无叶豆在水分短缺、营养贫乏、生境 
破碎以及经常遭受扰动的沙地生境中的生存有重 
要贡献。 
近半个世纪以来，准噶尔无叶豆群落受到人为 
活动的强烈影响。由于大面积的农垦开荒，20世纪 
80年代在沙漠北端分布的部分居群，在近两年的调 
查中已变成了规整的农田区；在沙漠腹地，由于油 
① 马文宝(2007)准噶尔无叶豆的繁殖生态学特性研究．中 
国科学院新疆生态与地理研究所硕士学位论文 
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田开采、引水工程、筑路、修渠等工程的影响，准 
噶尔无叶豆种群片断化分布的趋势更加明显。在 
2004-2006年调查期间，发现该种居群常相隔数公 
里至几十公里，且以面积小于300x300 m的居群为 
多，该物种濒危的状况在日益加剧。因此，有必要 
加大对该物种的研究力度，从物种繁育特性、克隆 
种群动态、生活史策略、遗传分化特征等方面开展 
研究，并积极开展有效保护。本文是上述系列研究 
中的一部分，重点是利用ISSR分子标记对准噶尔无 
叶豆片断化居群的遗传变异及克隆多样性进行研 
究，旨在了解：(1)遗传变异水平及成因；(2)生境片 
断化对居群遗传分化的影响；(3)克隆多样性水平。 
目的是探查生境片断化及克隆繁殖方式对准噶尔 
无叶豆的遗传后果及作用机制，同时为制定适宜的 
保育策略提供基础数据。 
1 材料与方法 
1．1 实验材料 
取样地点位于新疆古尔班通古特沙漠。2005年 
N 
5—8月在沙漠腹地及边缘县市的流动沙丘上选择7 
个居群分单株进行取样。其中A，B，C，D，E 5个居群 
位于沙漠腹地， G居群分别位于沙漠边缘的奇台 
县芨芨湖乡和阿勒泰福海县的喀拉布勒根乡(图1)。 
为避免对同一克隆植株的重复取样，取样时按照同 
一 方向，单株的间隔距离至少为2 m，每个居群的 
取样个体数均在20株以上。采集幼嫩营养枝迅速用 
硅胶干燥后带回实验室保存。详细记录7个取样地 
点的地理分布和每个地点的取样单株数(表1)。 
1．2 基因组DNA的提取与PCR扩增 
采用改良的2xCTAB法(张娟等，2001)提取基因 
组DNA。ISSR扩增反应条件经过比较和优化确定为 
20 gL PCR反应体系：1xTaq bufer,2 mmol／L Mg ， 
0．5 gmol／L l物，0．25 mmol／L dNTPs，0．5 U Taq 
DNA 聚合酶 (上海生工生物工程 公司)以及 
10-30ng的模板DNA。PCR扩增程序为：94~C预变 
性4 min后进入循环；94℃变性45 S，53．5℃复性45 S， 
72℃延{045 S，40个循环后72℃延伸7 min。PCR扩增 
在 Bio—Rad公司的定量PCR仪上进行。PCR产物在 
图1 准噶尔无叶豆在古尔班通古特沙漠(灰色区域表示古尔班通古特沙漠主体)的采样点示意图，其中两个三角代表石西及 
彩南石油作业区 
Fig．1 The sampling sites ofEremosparton songoricum in Gurbantunggut Desert，Xinjiang．The ay area is the main part of Gur- 
bantunggut Desert，the triangles are Shixi an d Cainan oil stations． 
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表1 古尔班通古特沙漠准噶尔无叶豆居群采样位置及生境 
Table 1 Sample size，altitude，location and habitats of seven Eremosparton songoricum populations from Gurbantunggut Desert， 
xinjiang 
1．0％(w／v)的琼 脂 糖 凝 胶 上 电泳 ，以2,000 bp 
Marker(宝生物工程(大连)有限公司)作为标准分子 
量对照，在含有0．5 gg／mL的EB中显色20-30 min， 
在Gene Genius(Syngene Co．，UK)凝胶分析仪上观 
察并照相。 
1．3 引物筛选 
实验所用ISSR~I物均由上海生工生物工程公 
司合成，引物序列参照加拿大哥伦比亚大学(UBC) 
公布 的第9套ISSR引物序 列(htp：／www．michae1． 
smith．ubc．ca／services／NAPS／PrimerSets／Primer'pdf)。 
每个居群内任选2个样品作为模板，在2O L反应体 
系中进行扩增筛选，从3O多条引物中选出8条扩增 
条带较多、重复性好、背景清晰的引物用于全部7 
个居群DNA样品的扩增(表2)。 
1．4 统计分析 
电泳图谱中的每一条带均视为一个分子标记 
(marker)，并代表一个引物的结合位点。以2，000 bp 
Marker作为相对分子量标准，由同一引物扩增的电 
泳迁移率一致的条带被认为具有同源性，按照相同 
迁移位置上DNA带的有无进行统计，有带(包括弱 
带)的记为“1”，无带的记为“0”，建立0／1数据矩阵。 
在某一特定位点上，扩增的DNA片段出现的频率小 
于0．99的位点即为多态位点。得到的ISSR数据矩阵 
分别用于以下分析。 
1．4．1 遗传多样性分析 
采用POPGENE 1．3 l(Veh et a1．，1999)软件在假 
定种群处于Hardy．Weinberg平衡状态下，对全部居 
群与各单个居群分别进行遗传参数分析，分别计算 
了多态位点百分率 )、Nei’S基因多样性指数 
(／)(Nei，1973)、Shannon信息多样性指数( (Le． 
womin，1972)、总的基因多样性( 、居群内的基因 
多样性( )、基因分化系数(GsT)、基因流(^ 、Nei’S 
遗传距离和遗传一致度。用DCFA1．1(张富民和葛颂， 
2002)软件进行AMOVA分析，基于样品间的欧氏距 
离平方 (Stewart& Excofier,1996)计算遗传变 
异在居群间和居群 内的分布。用NTSYS．pc 2．0 
维普资讯 http://www.cqvip.com 
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(Rohlf,1998)q~的SHANSNTREE程序对POPGENE 
得到的遗传距离矩阵进行UPGMA聚类分析，建立 
聚类分支图。 
1．4．2 克隆多样性检测 
克隆多样性检测用以下指数(Fager,1972；El— 
strand＆Roose，1987)：f1)每个居群的实际基株数目 
(或基 因型数 目)G；(2)平均克隆尺度(mean clone 
size)Ⅳc=Ⅳ ／G，Ⅳ为样品个体数；(3)基因型比率 
(proportion distinguishable)PD=G／Ⅳ；(4)Simpson~ 
数 J[)=1一[M(坼一1)／Ⅳ(^L1)]，M为样本内第f种基 
因型的总数；(5)居群内基因型分布的均匀度E_-_ 
(D-D in)／(D Dmi )，其中J[)mi ：((1_1)(2Ⅳ一G)／ 
Ⅳ(AL1)，DⅡ忸 =(G-1)N／G(人L1)。 
2 结果 
2．1 居群和物种水平fl~JISSR多态性 
8条引物对7个准噶尔无叶豆自然居群共148个 
个体进行TISSR扩增(表3)。物种水平上，共检测到 
84个可分析条带，其中多态条带77个，占91．67％， 
Nei’S基因多样性指数∽为0-3 192，Shannonf-~息多样 
性指数( 为0．4767；居群水平上，多态位点百分率 
在53．95—69．23％之间，最低 的是沙漠腹地B居群， 
最高的是沙漠腹地的A居群。Nei’S基因多样性指数 
在0．1912-0．2670之间，Shannon信息多样性指数在 
0．2809-0．3854之间，其大小变化趋势与居群多态位 
点百分率基本一致。 
2．2 居群的遗传分化程度及基因流 
POPGENE分析结果表明，7个居群总的基因多 
样性( )为0．3202，其中居群内的基因多样 ~(／-／s) 
为0．2248，居群间基因分化系数(GsT)为29．78％，基 
因流(^rm)为1．1788。AMOVA分析结果表明居群间遗 
传变异所占比率( T)为31．88％ O．341)(表4)，与 
POPGENE软件分析的基因分化系数(Gsr)结果接近， 
获得了基本一致的居群变异趋势，说明准噶尔无叶 
豆自然居群间已出现一定程度的遗传分化。 
2．3 居群间遗传距离及聚类分析 
表5反映了不同居群间的遗传距离和遗传一致 
度，可见沙漠腹地的D和E居群之间的遗传距离最 
小，为O．1140；距离最大的是沙漠腹地的A居群和 
沙漠边缘的F居群，为0．2116。 
用NTSYS—pc2．0中 的SHAN和 TREE程 序对 
POPGENE得 到 的居 群 间遗 传 距 离 矩 阵进 行 
UPGMA聚类分析(图2)。7个居群大致可分为3个分 
支：第1分支包括沙漠腹地的D、E 2个居群；第2分 
支包括沙漠腹地B、C和沙漠边缘的F、G居群；沙漠 
腹地的A居群单独成第3分支。另外，对148个个体 
进行UPGMA聚类(数据未列出)，结果表 明大部分 
个体按居群各自聚在一起，进一步表明居群间产生 
了一定程度的遗传分化。 
2．4 克隆多样性 
准噶尔无叶豆的克隆多样性和分布均匀度的 
度量结果见表6。结果显示所有居群均为多克隆居 
群，基因型数 目最多的是G居群，21个样本中检测 
到19种基因型；最少的为B居群，25个样本中仅检 
测到11种基因型。B居群的平均克隆尺度较高，为 
2．2727，基因型比率最低，为0．4400；G居群的平均 
克隆尺度最低，为1．1053，基因型比率最大，为 
0．9048。此外，G居群的基因型多样一~(Simpson多样 
性指数)较高，达到0．9400；而E居群则最低，为 
O．8457。从基因型分布的均匀度来看，沙漠边缘F，G 
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表3 准噶尔无叶豆7个居群的遗传多样性测度(居群代号同表1) 
Table 3 Percentage of polymorphic bands(P )and Shannon index∽ for seven Eremosparton songoricum populations．Popula- 
tion codes see 1e 1 
表4 准噶尔无叶豆7个居群AMOVA分析 
Table 4 Analysis of molecular variance(AMOVA)analysis for seven populations of Eremosparton songoricum 
表5 Nei’s遗传一致度∽(右上角)和遗传距离( (左下角)(居群代号同表1) 
Table 5 Nei’S genetic identity above diagona1)and genetic distance(D，below diagona1)．Population codes see Table 1 
居群的均匀度最高，分别为0．9764~10．9885；而沙 
漠腹地E居群的均匀度相对较低，为0．9021。另外根 
据Elstrand和Roose(1987)对基因型在居群中分布的 
标准，得出局部基因型(仅出现在一个居群中的基 
因型)百分率( )为93．92％，没有广布基因型(出现 
在75％以上的居群中的基因型)。可见不同居群间克 
隆差异较大。 
3 讨论 
3．1 准噶尔无叶豆的遗传变异和克隆多样性 
很多研究表明，克隆植物具有与有性生殖植物 
相 当的遗传变异水平fElstrand& Roose，1987； 
Hamrick&Holden，1979；Wid6n et a1．，1994)。本研 
究发现，准噶尔无叶豆在物种水平上的遗传变异水 
平为 B=91．67％， =0．4767，稍高于其他荒漠植 
物的ISSR遗传多样性，如白梭梭(Haloxylon persi- 
cure)： B=84．85 ， =0。3518(张萍等，2005)；四 
合 木(Tetraena mongolica)： = 63-3％，H = 
0。324(Ge et a1．。2003)；梭梭(Haloxylon ammoden— 
dron)：脚 =89．7％，H=0．328(Sheng et a1．，2004)， 
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0．15 
遗传距离 Genetic distance 
图2 准噶尔无叶_if_7个居群的UPGMA聚类图(居群代号同表1) 
Fig．2 UPGMA dendrogram ofthe seven populations ofEremosparton songoricum．Population codes see Table l 
表6 准噶尔无叶豆7个居群的克隆多样性测度(居群代号同表1) 
Table 6 Clonal diversity and distribution uniformity in the seven populations of Eremosparton songoricum．Population codes see 
Table 1 
也远远高于其他荒漠克隆植物的等位酶遗传多样 
性，如沙鞭(Psammochloa vilosa)：尸船 =26．67％(王 
可青等，1999)，羊柴(Hedysarum leave)： 阳 =46．7 
(葛颂等，1999)，说明准噶尔无叶豆是具有较高 
遗传多样性的狭域分布特有种，这与5g~Agave victo— 
riae—regineae(Martinez et a1．，1 999)，Florida rose— 
mary(Dolan et a1．，1999)等植物的研究结果相一致， 
即狭域分布的物种也可以具有较高的遗传多样性 
水平。 
这可能是因为：(1)准噶尔无叶豆兼性生殖的繁 
育方式。野外调查及研究表明，准噶尔无叶豆的有 
性生殖为兼性异交，需要传粉者(另文发表)。由于有 
性重组往往能产生新的基因组合(基因型)，因此可 
以保持较高水平的遗传变异；同时，准噶尔无叶豆 
通过无性克隆繁殖，使带有新的有利基因型的个体 
迅速 占领某个地区，高的遗传变异水平得 以维持 
A B F G C D E 
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(Silander,1979)。(2)多克隆起源及偶尔的种苗更新 
使得居群保持高的克隆多样性。准噶尔无叶豆所有 
居群均为多克隆居群，并且不同基因型的比率高 
(表6)，可推测准噶尔无叶豆居群在建立之初可能是 
由多个不同基因型个体组成，即是多起源的，导致 
了丰富的克隆多样性。此外，准噶尔无叶豆种群中 
还存在低水平的种苗更新。据2005-2006年的野外 
调查发现，准噶尔无叶豆的种群结实率低(12—16 
)，并且在 自然状态下种子的萌发率低(<3％)，种 
子转化为幼苗的能力也很低。仅在一个居群中发现 
了3株实生幼苗，说明它在自然状态下的有性繁殖 
过程中存在薄弱环节。但类似于其他一些克隆植物， 
如Rubus saxatilis(Eriksson & Bremer,1 993)和 
Fritilaria camtschatcensis(Shimizu et a1．，1 998)，居 
群中偶尔存在的种苗更新(如15年1次)也足以维持 
居群高的遗传变异水平。 
此外，对准噶尔无叶豆基因型种类和分布进行 
分析，发现该种的克隆多样性很高 =0．8972)(表 
6)，且居群间的克隆分化较大，局部基因型所占比 
例达到93．92％，没有广布基因型。说明准噶尔无叶 
豆基因型的地域性分布强。作者认为克隆繁殖的自 
然属性以及片断化的居群分布格局对克隆基因型 
分布产生了影响。准噶尔无叶豆居群中的许多基因 
型很可能具有局部的生态适应性，从而造成了居群 
之间克隆(基因型)的分化。 
3．2 准噶尔无叶豆居群遗传分化及成因分析 
Elstrand和 Elam(1993)认为，GsT>0．1意味 
着居群问分化程度较高，准噶尔无叶豆的GsT= 
0．2978，表明它是居群间分化较大的一类多年生植 
物，居群间的基因流是很有限的。采用AMOVA进一 
步分析结果也表明居群间存在较高水平的遗传分 
化。分析认为生境片断化而导致的基因交流障碍是 
最主要的原因。首先，由于片断化居群的个体数量 
少，居群规模小，不足以维持较多的传粉者，导致 
传粉者数量减少、活动强度降低或者发生不利于传 
粉的变化，都有可能降低基因流。在前期对准噶尔 
无叶豆的传粉生物学进行研究时，发现该种仅有虫 
媒传粉一种方式。其次，准噶尔无叶豆居群之问常 
相隔数公里至几十公里，也限制了传粉昆虫的活 
动。第三，准噶尔无叶豆果实靠重力传播，散播距 
离也有限，这往往形成一定的家系结构，加剧了居 
群间的分化(葛颂，1998)。第四，不同的生境适应或 
许是导致居群分化的另外一个因素。虽然准噶尔无 
叶豆仅分布在风蚀流沙地，但受地貌、地形的影响， 
不同地点的沙物质的机械组成和沙层水分条件存 
在明显差异，造成了复杂的微生境。准噶尔无叶豆 
群落可划分为5大群丛并表现出不同的群落特征也 
说明了这一差异。不同微生境所造成的环境压力可 
能会对不同基因型进行选择，导致居群之间的遗传 
分化。 
最后，人类活动所带来的干扰也有可能影响居 
群间的遗传分化。本研究发现，与沙漠腹地中居群 
所面临的筑路、修渠、石油开采等工程行为所造成 
的切割与干扰不同，位于沙漠边缘的F，G居群主要 
受到农业开垦的影响，使得居群面积减小甚至消 
失，其居群克隆多样性(包括基因型比率、Simpson 
指数及均匀度指数)较沙漠腹地的居群高。因此推测 
外界干扰也可能会对物种的遗传分化及遗传结构 
造成一定的影响。但有关不同的干扰方式及强度对 
居群遗传后果的作用及机制尚有待于进一步研究。 
综上所述，准噶尔无叶豆是一个遗传变异及克 
隆多样性水平相对较高的物种。但由于人为干扰引 
起的生境丧失和生境片断化在一定程度上造成了 
该物种的遗传变异丧失，并且是造成该物种居群遗 
传分化的主要原因。因此，对于该物种的保护应从 
以下几个方面考虑：(1)保护准噶尔无叶豆的栖息 
地，减少人为干扰和破坏。(2)保护准噶尔无叶豆的 
遗传完整性。在取样策略上，要采集尽可能多的居 
群的种子。(3)尽管准噶尔无叶豆群体中平均克隆所 
含分株数不多(每个基株平均只有1．05_2．27个分株)， 
但不同克隆间相差很大，意味着不同克隆可能具有 
不同的生长潜力或适合度，从而可能具有不同的竞 
争能力。因此，有必要加强对不同克隆系的保护力 
度，在采集种子时要尽可能采集不同克隆系的种 
子 。 
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